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 مقدمه:
از به دليل استفاده در درمان آنزيم ال آسپارژين
لنفوبلاستوماهاي بدخيم به ويژه لوسمي لنفوبلاستيك حاد 
و لنفوساركوما و نيز جلوگيري از تشكيل اكريلاميدها در 
در  ،توانسته است مواد غذايي سرخ شده در حرارت بالا
صنعت رو به رشد استفاده از آنزيم هاي ميكروبي از 
 نيا يعملكرد ضد سرطانجايگاه مناسبي برخوردار شود. 
امر در  نيا ليبوده و دل نيآسپارژ ال ايمربوط به اح ميآنز
باشد  يم نيدر سنتز آسپارژ يتومور يسلول ها يناتوان
 يفقط سلول ها يبه صورت انتخاب بيترت نيكه به ا
 .)1(شوند  يكشته م يتومور
ال آسپارژيناز واكنش تبديل ال آسپارژين  آنزيم
اسيد و آمونياك كاتاليز مي كند.  را به ال آسپارتيك
ير أثسميت انتخابي روي سلول هاي لوسميك بدون ت
گذاشتن روي سلول هاي سالم به دليل كاهش موثر 
سطح ال آسپارژين در پلاسما در بدن ايجاد مي شود كه 
و در نهايت توقف  تئينمنجر به جلوگيري از سنتز پرو
سلول  مي شود كه القا آپوپتوز در ANRو  AND سنتز
 . آنزيم )2( مبتلا به لوسمي را در پي خواهد داشت
ال آسپارژيناز در بسياري از بافت هاي جانوري، گياهي و 
جوندگان يافت  باكتري ها و در سرم گروه هاي خاصي از
 چکیده:
 میآنز ديجامد در تول یانواع بسترها یدر بستر جامد به منظور بررس ريبه روش تخم قيتحق نیا زمينه و هدف:
 .دیانجام گرد لوسيجداسازی شده از منطقه لاکان استان گيلان از جنس باس ه ییتوسط سو نازیآسپارژ
کشت  طياز مح نازیکننده ال آسپارژ ديتول یها یباکتر یجهت جداساز یتجرب یسبرر نیدر ا :یبررس روش
مختلف سبوس برنج، ساقه برنج، سبوس گندم و ساقه  یدر بستر جامد از بسترها یاستفاده شد. جهت غربالگر 9M
استفاده  تروژنينمنابع  نواناز عصاره مخمر، پپتون، آسپارژین، تریپتون به ع نيگندم به عنوان منابع کربن و همچن
با استفاده  نازیآسپارژ میآنز ديتول زانيبر م تروژنياثر منابع کربن و ن یکشت و بررس طيمح یساز نهيشد. جهت به
 رييجامد با تغ یسپس انواع بسترها ؛شد یسطح طراح 2در  شیآزما 21تعداد  namruB-ttekcalPاز روش 
 قرار گرفت. یابیم مورد ارزیآنز ديگذار در تولريثأت یفاکتورها
 ديتول شیرا در افزا ريتأث نیشتريب ن،یمنبع ازت آسپارژ نیبستر جامد، بستر سبوس برنج و بهتر نیبهتر ها: افتهی
غلظت سبوس برنج  زانيبه دست آمده در بستر جامد در م میآنز ديتول طیشرا نیبهتر از خود نشان دادند. میآنز
 گراد و به مدت زمان  یدرجه سانت 03 یو دما یوزن /ی% وزن0/5 نیغلظت آسپاراژ زانيو م یوزن /ی% وزن1/5
 .دیمشاهده گردواحد آنزیم بر گرم  96/42 زانيساعت به م 27
با استفاده از سبوس برنج به عنوان منبع کربن در بستر جامد پس  میآنز ديتول زانيم قيتحق نیدر ا :یريگ جهينت
 قابل ملاحظه داشت. شیافزا نشده یساز نهيبه طینسبت به شرا یساز نهياز به
 
oD .در بستر جامد ريسبوس برنج، تخم عاتیضا ناز،یآسپارژ میآنز ،یساز نهيبه های کليدی: اژهو
w
ln
ao
ed
 d
orf
m
oj 
nru
.la
ks
mu
a.s
i.c
a r
1 t
2:1
+ 9
40
03
no 
uT 
se
ad
J y
ylu
81 
 ht
02
71
 همکاران سها سیدی ابهری و                                                   نازیآسپارژ میکننده آنز دیتول یها یباکتر یساز نهیو به یجداساز
 621
متعددي  يولي در انسان وجود ندارد. باكتري ها ؛مي شود
ن به توا يهستند كه از جمله م نازيال آسپارژ ديقادر به تول
 اشاره ،silitbussulisaB، arovotorac ainiwrE، iloc.E
 نازيكننده آسپارژ ديتول يها ستينوماياكت انيدر م نمود.
 ps aidracoN، suesirg secymotpertSبه  توان يم
 eaisiverec secymorahccaSدر ميان مخمرها  اشاره كرد.
  علاوه بر .به توليد آنزيم ال آسپارژيناز مي باشد قادر
 و sueret sulligrepsAمانند  اين گونه هاي قارچي
 و برخي ديگر از قارچ هاي  iramat sulligrepsA
 ستميدر س .)3(كننده اين آنزيم هستند  ديرشته اي نيز تول
به عنوان  يكشاورز عاتيبه روش جامد، ضا ريتخم
 يمختلف يمطرح هستند. از سوبستراها وبستراس نيبهتر
كار  به ميآنز ديها جهت تول سميكروارگانيكشت م يبرا
در  ميآنز ديتول يانتخاب سوبسترا برا گرفته شده اند.
  متعدد يدر بستر جامد وابسته به فاكتورها ريتخم نديفرا
 .)4(سوبسترا است  يدسترس تيو قابل متيق لياز قب
سوبسترا جامد نه  در بستر جامد، ريتخم نديفرا در
ها بلكه  سميكروارگانيشد مر يبرا ييتنها به عنوان ماده غذا
كه  ييسوبسترا اتصال سلول است. يبرا يگاهيبه عنوان جا
 يرا برا ها سميكروارگانيم ازيمورد ن ييغذا يهاازيتمام ن
ال مطرح  دهيا يبه عنوان سوبسترا كند يرشد فراهم م
 ريبا استفاده از روش تخم ميآنز نيا ديتول .)4( شود يم
به روش  ريتخم ستميدر س .شود يدر بستر جامد انجام م
سوبسترا  نيبه عنوان بهتر يكشاورز عاتيجامد، ضا
 يساز نهيبه و يجداساز قيتحق نيدر ا مطرح هستند.
انجام  namruB-ttekcalPبا استفاده از روش  ميآنز ديتول
به  namruB-ttekcalP شيآزما ياحشد. استفاده از طر
اثرات  هياول يغربالگر يابزار ارزشمند برا كيعنوان 
بوده  نانيقابل اطم شاتيعوامل مختلف با تعداد كم آزما
 نديهر فاكتور در فرا رينشان دهنده تأث كيتكن نيو ا
 نيباشد. در ا يم يساز نهيبه نديفرا يدر ط ميآنز ديتول
 نازيآسپارژ ميآنز ديتول برگذار ريثأت يروش فاكتورها
 مينزآ ديبه حداكثر تول يابيبه منظور دست بستر جامد، در
 قرار گرفت. يابيمورد ارز
 
 :روش بررسی
 ميكننده آنز ديتول يها يباكتر يجداساز جهت
سانتي متري  51نمونه برداري از عمق  نازآسپارژي ال
خاك صورت گرفت و در ظروف در بسته استريل به 
گرم از نمونه خاك تهيه  1آزمايشگاه انتقال داده شد. 
ل ريخته شد و براي آب مقطر استري تريل يليم 001شده در 
 يدقيقه هم زده شد. از نمونه ها رقت هاي سريال 03مدت 
 ديتول يها يو كشت باكتر يبه منظور جداساز تهيه شد.
استفاده شد كه  9Mكشت  طياز مح نازيكننده ال آسپارژ
شامل  طيمح نياز ا تريل كي هيمواد مورد استفاده در ته
گرم،  0/5 lCaNگرم،  3 4OP2HKگرم،  6 4OPH2aN
 ميلي ليتر، 2 )M1( O2H7.4OSgMگرم،  5 nigrapsa-L
% 02 kcots esoculG ميلي ليتر، 1 )M1.0( O2H2.2lCaC
 ميلي ليتر 0/3 der lonehP گرم، 02ragA  ميلي ليتر، 01
 از هر يك از  .)5( باشد يمحلول م تريل در يك
ميلي  1نمونه هاي تهيه شده به روش رقت هاي سريالي 
لوله حاوي محيط كشت  01رداشته و در ليتر نمونه ب
 در داخل  xetrovشود و پس از  يم ريختهاستريل 
 طيمح قهيدق 51پس از حدود  ها كشت داده شد. etalp
وجود آگار به حالت جامد درآمده و در  ليكشت به دل
 درجه سانتي گراد به مدت  73انكوباتور در دماي 
 گردد. يساعت انكوبه م 42
 رنگ ايجاد شده در پليت ها هاي صورتي  كلني
 كننده  ديكه نشان دهنده رشد باكتري هاي تول
با لوپ به پليت هاي حاوي محيط  .باشد يال آسپارژيناز م
 شوند.  يانتقال و به صورت خطي كشت داده م 9M
ساعت انكوباسيون  42كلني هاي صورتي رنگ بعد از 
كننده  ديولمشاهده شد و به اين ترتيب باكتري هاي ت
 آنزيم جداسازي شدند.
لام  يگونه ها بر اساس بررس ييشناسا
 يگرم و روش مولكول يزيرنگ آم ،يكروسكوپيم
شركت  تيبا ك ANDاستخراج  انجام گرفت.
  يبا برنامه زمان RCP صورت گرفت. esatnemreF
شامل  كليس 03و  قهيدق 5گراد به مدت  يدرجه سانت 59
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  ه،يثان 03ه مدت درجه ب 14 ه،يثان 03درجه به مدت  59
به مدت  درجه 27 كليس كيو  هيثان 08به مدت  هدرج 27
 با  s61  ANRrاز پرايمرهايبا استفاده از  قهيدق 01
 GACTCGGTMCTAGTTTGAGA :F0051s61 نام
انجام  CCRACCTWGTGGAGGAA :R0051s61 و
از ميكروليتر  5مقدار  ر،يواكنش تكث انيپس از پا شد.
قطعات  تيفيبرده تا ك %1گارز ژل آ ينمونه را بر رو
. باند مورد رنديقرار گ يابيمورد ارز ريپس از تكث يژن
 قرار تأييد مورد آن صحت و گرديد توالي تعييننظر 
 تيدر سا يتوال نييتع جهينت افتيو پس از در گرفت
مورد  TSALBها با ابزار  يبر اساس تشابه توال IBCN
 .)6( قرار گرفت يبررس
 بدون فنل رد و آگار  9Mمحيط كشت  از
 هيپس از ته .ديكشت استفاده گرد شيپ طيبه عنوان مح
كشت، با لوپ يك كلني از باكتري هايي كه  شيپ
سپري  9M طيدر مح ها ساعت از كشت آن 42مدت 
مايع كشت داده و  طيبرداشته و داخل مح ،شده است
درجه سانتي گراد  73ساعت در انكوباتور  42براي 
 .)7( ميده يمقرار 
 يبسترها ستر جامد ازدر ب يغربالگر جهت
به عنوان منابع كربن و ازت متفاوت استفاده  مختلف
. منابع كربن مورد استفاده شامل: سبوس برنج، ديگرد
ساقه برنج، سبوس گندم و ساقه گندم و منابع نيتروژن نيز 
شامل عصاره مخمر، پپتون، آسپارژين، تريپتون بودند. به 
گونه منبع  چيبستر جامد از ه يرگكه در غربال ينحو
استفاده نشد و فقط از بافر و  يازت كمك ايكربن 
منبع كربن و  نيتا بهتر دياستفاده گرد سميكروارگانيم
  نييتع سميكروارگانيازت مورد استفاده توسط م
 ياز هر سوبسترا يانتخاب ريمنظور مقاد ني. بد)8( گردد
افزوده و  يتريل يليم 052 يشده به ارلن ها زير كاملاً
آن  هيساعت از ته 42كه  حيتلق هياز ما تريل يليم 2سپس 
ساعت  84و براي مدت  ديگذشته به بسترها اضافه گرد
داده شد  درجه سانتي گراد قرار 73در انكوباتور با دماي 
 ميآنز ديساعت، آنزيم را استخراج و تول 84و پس از 
 .ديو سنجش گرد يابيارز
هر ارلن پس از  يمحتوا م،ياستخراج آنز جهت
ميلي ليتر به آن بافر  54 ساعت، 84كردن زمان  يسپر
دقيقه هم زده شد و با كاغذ  03فسفات افزوده و به مدت 
به مدت  ونيلتراسيف . عصاره حاصل ازديگرد لتريصافي ف
و از  ديسانتريفوژ گرد 0006 mprدقيقه در دور  02
محلول جهت سنجش  نبه عنوا ييرو ونيسوسپانس
 تيفعال نيياساس روش تع .دياستفاده گرد ميآنز تيفعال
 آزاد شده  اكيآمون يرياندازه گ يبر مبنا نازيآسپاراژ
با  موجود در نمونه ها، نيآسپاراژ زيدوليه لهيبه وس
روش به  نيا باشد. ياستفاده از دستگاه اسپكتوفوتومتر م
 يبرا موسوم است. noitazirelsseN tceridنام روش 
را رسم  اكياستاندارد آمون يمنحن ديابتدا باكار  نيا
آزاد شده را  اكيآن غلظت آمون ينمود و بر مبنا
 .)9،7( محاسبه نمود
 شيبه هر لوله آزما ميآنز تيسنجش فعال جهت
 0/50( ميلي مولار 05 sirTمحلول لیتر  يليم 1ابتدا 
 میلی لیتر 0/1 ریخته و سپس :Hp 8/6 بامولار) 
آب مقطر و  تريلمیلی  0/9 مولار ومیلی  981 آسپارژین
و  ميينما يبه آن اضافه م ياز محلول آنزيم تريل يليم 0/1
 يسانت جهدر 73دقيقه در انكوباتور با دماي  03به مدت 
 تريل يليم 0/1سپس  ؛ميكن يم يگرمخانه گذار ،گراد
به آن  )ACT( استيك اسيد تري كلرومولار  1/5 معرف
 يميواكنش آنز )ACT( ن(با افزود ميينما ياضافه م
و  ميلي ليتر آب مقطر 2/03 انيدر پا ).رديپذ يم انيپا
ميلي ليتر معرف نسلر به آن افزوده و جذب هاي  0/5
  .رديگ يقرار م يابيمورد ارز ومترنان 634نوري در 
 است كه  يميمقدار آنز يميآنز تيواحد فعال 1
در  قهيدق 1را در مدت زمان  اكيآمون كروموليم 1
مقدار  .دينما يگراد آزاد م يدرجه سانت 73 يادم
 اكياستاندارد آمون يحاصله بر اساس منحن اكيآمون
 .)8( ديگرد نييتع
با  نازيآسپارژ ديكشت تول طيمح يساز نهيبه
 يانجام شد. طراح namruB-ttekcalP شيآزما يطراح
 يغربالگر يبرا يروش مؤثر namruB-ttekcalP
 اديز يرهايمتغ انيدر م ييايميش -كويزيف يپارامترها
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كشت و  طيمح نهيبه باتيترك افتنيبه منظور  نديفرا
 نوع  4منظور  نيا يبرا است. ديتول طيبهبود شرا
(سبوس برنج، ساقه برنج، سبوس گندم و  منبع كربن
 (پپتون، عصاره  تروژنينوع منبع ن 4ساقه گندم) و 
 جهت  ) انتخاب شدند.پتونيتر ن،يمخمر، آسپاراژ
اثر منابع كربن و  يكشت و بررس طيمح يساز هنيبه
با استفاده از  نازيآسپارژ ميآنز ديتول زانيبر م تروژنين
 سطح 2در  شيآزما 21تعداد  namruB-ttekcalPروش 
 نديمستقل فرا يهاريمتغ 1در جدول شماره  شد. يطراح
 زيمنظور آناله ها نشان داده شده است. ب آن ريو مقاد
دار  يمعن يبررس يبرا 61 batiniM از نرم افزار يآمار
  شيمورد آزما ينبودن اثر فاكتورها ايبودن 
مرتبه  3 تعدادها به  شيآزما يو تمام دياستفاده گرد
 .ديتكرار گرد
 
 متغير کد شده با فعاليت آنزیم آسپاراژیناز 8برای  namruB-ttekcalPطراحی  :1شماره  جدول
شمممماره 
 آزمایش
 ینازفعاليت آسپاراژ تریپتون آسپاراژین پپتون عصاره مخمر کاه گندم وس گندمسب ساقه برنج سبوس برنج
 )گرمبر  میواحد آنز(
 32/32 0/5 0/1 0/1 0/1 1 0/5 1 1 1
 62/382 0/5 0/5 0/1 0/1 0/5 1 0/5 1 2
 82/8 0/1 0/5 0/1 0/5 1 0/5 1 1 3
 61/12 0/1 0/1 0/1 0/5 0/5 1 1 0/5 4
 91/43 0/5 0/1 0/5 0/5 0/5 1 1 1 5
 72/50 0/1 0/5 0/5 0/1 1 1 1 0/5 6
 52/21 0/5 0/5 0/5 0/1 0/5 0/5 1 0/5 7
 42/17 0/1 0/1 0/5 0/1 1 1 0/5 1 8
 81/23 0/1 0/1 0/1 0/1 0/5 0/5 0/5 0/5 9
 62/51 0/1 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 1 01
 42/81 0/5 0/5 0/1 0/5 1 1 0/5 0/5 11
 61/50 0/5 0/1 0/5 0/5 1 0/5 0/5 0/5 21
 
 ديمختلف بر تول ياثر پارامترها يبررس جهت
بستر جامد  غربالگري انجام از پسدر بستر جامد  ميآنز
 ميآنز ديتول زانيم تروژن،يمنبع كربن و ن نيبا توجه به بهتر
 برنجمختلف سبوس  يغلظت ها زانيدر م نازيآسپارژ
غلظت هاي  و ميزان وزني) /وزني %2/5،2،1/5،1،0/5(
 وزني) /وزني %0/9،0/7،0/5،0/3،0/1آسپاراژين ( مختلف
ساعت) و دماي 021،69،27،84،42هاي زماني ( دوره و
 يگراد) مورد بررس يسانت درجه 04،53،03،52،02(
 قرار گرفتند.
 
 یافته ها:
 زولهيا يها هيسو ،دست آمدهه ب جيطبق نتا بر
 يپس از رشد بر رو ناز،يآسپارژ ميآنز ديشده قادر به تول
  ليرنگ تشك يصورت ياله ها، ه9Mكشت  طيمح
 زرد رنگ بوده و در ،يدياس Hpدهند. فنول رد در  يم
 يشود و هاله ها يم دهيد يبه رنگ صورت يحالت باز
كننده  ديتول يكروبيم يها يرنگ، اطراف كلن يصورت
 . الف) -1 تصوير شمارهشود ( يم جاديا نازيآسپارژ
  ،كشده از خا يجداساز سميكروارگانيم 01 انياز م
از خود  نازيآسپارژ ميآنز ديدر تول ييبالا يينمونه توانا 6
 يبررس ميآنز تيبر اساس فعال ديتول زانيم نشان دادند.
از نظر  هيسو نيجدا شده بهتر يها هيسو انياز م .ديگرد
مورد  يمولكول ييانتخاب و جهت شناسا ميآنز ديتول
گرم مثبت  يمورد نظر باكتر هيسو قرار گرفت. يبررس
مورد  يتوال نيبوده و همچن sisneigniruht sullicaB
كه از  بود 4841pb  RCPدست آمده از واكنشه نظر ب
 گاهيثبت شده در پا يها يتوال ريبا سا ينظر همولوژ
در تمام موارد  .فتقرار گر سهيمورد مقا IBCN
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بودن  ديبود كه احتمال جد% 001كمتر از  يهمولوژ
 ب). -1 شماره تصوير( دهد يها را نشان م هيسو
 
 
 (الف)
 
 niarts sisneigniruht sullicaB               
 )%99( )176924UE( sisneigniruht sullicaB             
 )706700PC( sisneigniruht sullicaB             
 )078400PC( sisneigniruht sullicaB             
 )744227JK( suerec sullicaB             
 )173444FK( suerec sullicaB             
 )321221QD( suerec sullicaB             
 )894908JA( suerec sullicaB             
 )458800PC( sicarhtna sullicaB             
 )358800PC( sicarhtna sullicaB             
 )257800PC( sicarhtna sullicaB             
 )666700PC( sicarhtna sullicaB             
 )451814FJ( sediocym sullicaB             
 )215700PC( sucitpesybmob sullicaB             
 (ب)
شده در  باکتری های جدا(الف)  :1تصویر شماره 
باکتری  31(ب) نتایج بلاست  ؛9Mمحيط کشت 
 توليد کننده آسپارژیناز
 
كشت شامل  طيثر محوم باتيترك قيتحق نيدر ا
 نازيآسپارژ ميآنز ديتول شيجهت افزا تروژنيمنابع كربن و ن
و انتخاب  ييشناسا namruB-ttekcalP شيآزما يبا طراح
 شيآزما ي). استفاده از طراح1شماره  دول(ج ديدگر
 يابزار ارزشمند برا كيبه عنوان  namruB-tekcalP
اثرات عوامل مختلف با تعداد كم  هياول يغربالگر
نشان دهنده  كيتكن نيبوده و ا نانيقابل اطم شاتيآزما
 نهيبه نديفرا يدر ط ميآنز ديتول نديهر فاكتور در فرا ريتأث
نشان داد كه  شاتيزماآ جهينت يبررسباشد.  يم يساز
 ميواحد آنز 61/50 در محدوده نازيآسپارژ ميآنز تيفعال
 باشد. يم متغير گرمبر  ميواحد آنز 72/50تا  گرمبر 
 
 
 =Y +22/59+  1/081X+  1/502X - 1/713X+  3/134X
 عصاره مخمر =3X،  سبوس گندم =2X،  برنج سبوس =1X(
 )آسپاراژين =4X، 
 
دار نبودند، معادله ي كه معن ييرهايتغنظر از م صرف
 شود: يم انيب ريبه صورت ز نازيآسپارژ ميآنز ديتول يبرا
پارامتر  8مربوط به  P ضرايب و ونيرگرس زيآنال
  (سبوس برنج، مختلف يپارامترها نينشان داد كه از ب
عصاره ، نيآسپاراژ ساقه گندم، سبوس گندم، ساقه برنج،
 ، سبوس برنج شيرد آزمامو )پپتون پتون،يتر مخمر،
منبع  نيبهتر نيمنبع كربن و آسپاراژ نيبه عنوان بهتر
 زيآنال 2). جدول شماره P<0/50( باشد يم تروژنين
-ttekcalPبه روش  يطراح ي) را طAVONA( انسيوار
و سبوس  نيآسپارژ زانيم نيلذا ا ؛دهد ينشان م namruB
 مختلف يدرصد در غلظت ها نيبهتر يبرنج جهت بررس
در  ميآنز ديتول يزمان برا نيبهتر اضافه شدند. طيبه مح
 نيهمچن؛ الف نشان داده شده است -1نمودار شماره 
مختلف  يدر زمان ها نازيآسپارژ ميآنز ديتول زانيم
انكوبه كردن جهت به دست آوردن  يو دما ونيانكوباس
قرار گرفتند كه حداكثر  يزمان و دما مورد بررس نيبهتر
 مشاهده  يساعت پس از گرمخانه گذار 27 ميآنز ديتول
كاهش  ديپس از آن تول و )گرمبر  ميواحد آنز 34/61(
 زانيدما و م نيب ابطهب ر -1نمودار شماره  نيهمچن ؛افتي
در  يميآنز تيفعال نيشتريدهد كه ب يرا نشان م يميآنز
 گرمبر  ميواحد آنز 93/1گراد يدرجه سانت 03 يدما
در  با كاهش همراه بود. دينشان داده شد و پس از آن تول
بر  نيغلظت آسپارژ زانيم ريثأالف ت -2 نمودار شماره
 زانيم نيشتريب قرار گرفت كه يمورد بررس ميآنز تيفعال
 يوزن /يوزن %0/5 نيدر غلظت آسپارژ يميآنز تيالفع
گذار ريغلظت تأث زانيو م گرمبر  ميواحد آنز 73/5
ا ب گرمبر  ميواحد آنز 63/5 يميآنز تيعالسبوس برنج ف
مشاهده  يوزن /يوزن% 1/5 غلظت سبوس برنج زانيم
 ب). -2(نمودار شماره  ديگرد
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 namruB-ttekcalPنيتروژن با روش طراحی  برای انتخاب منبع کرن و )AVONA( نتایج آناليز واریانس :2 شماره جدول
 در بستر جامد
 Pمقدار  F ميانگين مربعات درجه آزادی مجموع مربعات منبع
 0/5510 02/13 52/96 8 502/94 ثابت
 0/6110 03/96 83/28 1 83/28 وزنی)/ (وزنی سبوس برنج
 0/3473 1/80 1/73 1 1/73 وزنی)/ ساقه برنج (وزنی
 0/6089 0/98900 0/14800 1 0/14800 وزنی)/ (وزنی سبوس گندم
 0/1840 01/54 31/22 1 31/22 وزنی)/ (وزنی ساقه گندم
 0/0730 21/88 61/92 1 61/92 وزنی)/ (وزنی عصاره مخمر
 0/7347 0/31 0/61 1 0/61 وزنی)/ (وزنی پپتون
 0/0200 301/69 131/94 1 131/94 وزنی)/ (وزنی آسپاراژین
 0/6861 3/62 31/4 1 4/31 وزنی)/ (وزنی تریپتون
 
 
دمای گرمخانه گذاری  (ب) اثر ؛ر ميزان توليد آنزیم آسپارژیناز(الف) اثر زمان گرمخانه گذاری ب :1نمودار شماره 
 بر ميزان توليد آنزیم آسپارژیناز
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(ب) اثر ميزان غلظت سبوس برنج  ؛(الف) اثر ميزان غلظت آسپارژین بر توليد آنزیم آسپارژیناز :2نمودار شماره 
 بر توليد آنزیم آسپارژیناز
 
 :بحث
و  تياز ماه يدايدر بستر جامد تا حد ز ريتخم
 يها نهيدر حال حاضر هز .رديپذ يم رينوع سوبسترا تأث
با  ينيگزيو جا يابيبالا بوده و دست اريها بس ميآنز ديتول
در  رسد. يبه نظر م يضرور متيارزان ق يسوبستراها
 ميآنز ديتول يسبوس برنج برا يسوبسترا قيتحق نيا
ات و قرار گرفته است. مطالع فادهمورد است نازيآسپارژ
از آن است كه سبوس برنج  يمختلف حاك يها يبررس
 ها در بستر جامد  ميآنز ديتول يبرا يمناسب يسوبسترا
 طيمح يساز نهيبه يسنت و كيكلاس كرديباشد. رو يم
 نهيو هز يشگاهيبه كار آزما ازيزمان بر بوده و ن ينديفرا
 ابزار  namruB-ttekcalP شيآزما يطراح دارد. اديز
 مختلف  ياثر فاكتورها عيسر يابيارز يراب يبا ارزش
. )8(است  ميآنز ديكشت در تول طيبه عنوان اجزا مح
در بستر جامد در  ميآنز تيفعال ،نشان داد جينتا يبررس
 72/50 تا گرمبر  ميواحد آنز 61/50 محدوده
مورد  يپارامترها نياست. از بمتغير  گرمبر  ميواحدآنز
كربن و  بعمن نيرسبوس برنج به عنوان بهت شيآزما
 است. تروژنيمنبع ن نيبه عنوان بهتر نيآسپاراژ
در  ميآنز دياز حداكثر تول يگزارشات متعدد حاك
تا  441ها و  يباكتر يساعت برا 69تا  84 يفواصل زمان
  جيكه نتا يدر حال .)9( قارچ ها است يساعت برا 612
 ميآنز ديتول يبرا يدوره زمان نيبهتر ،نشان داد قيتحق نيا
  مشاهده شد. يساعت گرمخانه گذار 27 ناز دريآسپارژ
 ليبه دل تواند يبا گذشت زمان م ديتول زانيكم شدن م
D
wo
ln
ao
ed
 d
orf
m
oj 
nru
.la
ks
mu
a.s
i.c
a r
1 t
2:1
+ 9
40
03
no 
uT 
se
ad
J y
ylu
81 
 ht
02
71
 همکاران سها سیدی ابهری و                                                   نازیآسپارژ میکننده آنز دیتول یها یباکتر یساز نهیو به یجداساز
 231
 طيتحت شرا ميآنز ينيساختمان پروتئ يدگرگون
قابل دسترس  ييكاهش مواد غذا ايو  يگرمخانه گذار
 يدر بررس قيتحق نيدر ا باشد. سميكروارگانيتوسط م
شد كه  شخصم نازيآسپارژ ميآنز ديدما بر تول ريتأث
گراد  يدرجه سانت 03 يدر دما ميآنز ديتول زانيم نيشتريب
 ديتول زانيم نيشتريب arhsiM كه يدر حال .ديحاصل گرد
 ragin.A يگراد برا يدرجه سانت 04 يرا در دما ميآنز
 ديتول زانيدر حداكثر م anayaraN .)31( گزارش نمودند
درجه  53 يمادر د suovalfodibla.Sرا توسط  ميآنز
 ديتول زاني. علت كاهش م)41( گراد گزارش نمود يسانت
ها و  كروبيكاهش رشد م ليتواند به دل يدما م شيبا افزا
ها  آن تيماه رييها و تغ ميفعال شدن آنز ريغ نيهمچن
 ميآنز ديتول زانيدر م گريمهم د ياز فاكتورها باشد.
منابع  نيتوان در خصوص انتخاب بهتر يم نازيآسپارژ
 قيتحق نيحاصل از ا يها افتهي و ازت اشاره نمود. ربنك
 ها و  يمحققان نشان داد كه باكتر ريسا جيمانند نتا
منظور  نيبد يمتفاوت يحيمختلف منابع ترج يگونه ها
با استفاده  ميآنز ديتول زانيم نيشتريب قيتحق نيدر ا دارند.
 زانيم نيشتريب ،يوزن /يوزن %1/5از سبوس برنج با غلظت 
؛ را نشان داد گرمبر  ميواحد آنز 63/5 يميآنز تيعالف
در غلظت  نازيآسپارژ ميآنز تيفعال نيشتريب نيهمچن
 زانيعنوان منبع ازت به مه ب نيآسپارژ يوزن /يوزن %0/5
در  نيهمچن؛ دست آمده ب گرمبر  ميواحد آنز 73/5
 نيآسپارژ ladnaM و  alkuhSپژوهش انجام شده توسط
را از  يميآنز تيفعال زانيم نيشتريب تروژنينبع نبه عنوان م
به  نياست كه آسپارژ نيا انگريب نيخود نشان داد كه ا
عمل  نازيآسپارژ ميآنز يالقا كننده مناسب برا كيعنوان 
 ديتول يساز نهيبههمكاران و  ihzomnehT .)9( دينما يم
 suerec sullicaB يباكتر را با استفاده از نازيآسپارژ
مخمر، كنجاله  عصارهقرار دادند كه  يررسمورد ب
 تراشه م،يپتاس فسفات م،يزيمن سولفات گلوكز، ا،يسو
بودند كه در  يريمتغ 8و نمك طعام  نيآسپارژ چوب،
 جيقرار گرفتند كه نتا يروش پلاكت برمن مورد بررس
 ديتول زانيم نيشترينشان داد كه ب قيتحقحاصل از آن 
  يرياندازه گ رمگبر  ميواحد آنز 43/857 ميزآن
دهد كه  ينشان م قيتحق نيحاصل از ا جي. نتا)6(شد 
مورد مطالعه،  يمختلف كشاوروز عاتيضا نياز ب
 ديتول يبرا مناسب ييسبوس برنج سوبسترا
مورد استفاده در  يآمار ياست. روش ها نازيآسپاراژ
شامل  نازيآسپاراژ ميآنز ديتول يبرا قيتحق نيا
 د.بو namruB-tekcalP يطراح
 
 :یریگ جهینت
با  نازيآسپارژ ميآنز ديتول زانيم قيتحق نيا در
استفاده از سبوس برنج به عنوان منبع كربن در بستر جامد 
 يبرابر نسبت به بسترها 2 زانيبه م يساز نهيپس از به
بستر جامد در  در ميآنز ديداشت. تول شيافزا گريد
 نينده انشان ده نيبود و ا شتريمطالعات ب ريبا سا سهيمقا
جداسازي شده از منطقه لاكان  يبوم هيواست كه س
 نازيآسپاراژ ميآنز ديدر تول ييبالا يياستان گيلان توانا
 استفاده م،يآنز يژگيحاصل از و جيدارد. با توجه به نتا
در  نيدارو در درمان سرطان و همچن دياز آن در تول
 است. ييغذا عيصنا
 
 :یو قدردان تشکر
 ينامه كارشناس انيپا جينتا از يبخش قيتحق نيا
 نيو همچن دياسات هياز كل لهيوس نيارشد است و بد
د ادانشگاه آز يولوژيكروبيم شگاهيكاركنان آزما
و واحد رشت كه  لانيگ قاتيتحق واحد علوم و ياسلام
 تشكر مانهصمي ،كردند ياريپژوهش  نيما را در انجام ا
 گردد. يم يقدردان و
 
 بع:منا
 devired worram enob fo noitibihni :noisserppusonummi decudni esanigarapsa-L .H namdeirF .1
 .14-931 :)5004(471 ;1791 .ecneicS .sllec rosrucerp ydobitna
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Background and aims: In this study was carried out solid substrate fermentation to evaluate a 
variety of solid substrates in the production of asparaginase enzyme isolated strain of Bacillus 
from LAKAN region of Gilan. 
Methods: In this  experimental study, the screening of bacteria producing L-asparaginase of was 
used by M9 medium. For screening of different substrates in the solid bed, rice bran, rice stalks, 
wheat bran and wheat stalks as carbon sources and yeast extract, peptone, asparagine and 
tryptone as nitrogen sources were used. To optimize the culture medium and the effect of carbon 
and nitrogen sources on the production of enzymes asparginase using Plackett-Burman total of 
12 experiments were designed on two levels. Then, the enzyme production was evaluated by 
changing the factors affecting the production in a variety of solid substrates. 
Results: As the best solid substrate, rice bran and the best source of nitrogen, asparagine showed the 
greatest effect on enzyme production. The best production of the enzyme in 1.5% (w/w) rice bran 
concentration and 0.5% (w/w) asparagine concentration was achieved 69.24 U/g in 30ºC for 72h. 
Conclusion: In the current study, the rate of enzyme production increased substantially using 
rice bran as carbon source in the solid state fermentation after optimizations conditions rather 
than not to optimized conditions. 
 
Keywords: Optimization, Asparaginase enzyme, Rice bran waste, Solid state fermentation. 
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